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Περίληψη 
Τα λύματα των ελαιοτριβείων έχουν σημαντικές ρυπαντικές ιδιότητες, κυρίως λόγω 
της υψηλής συγκέντρωσης των αρωματικών ενώσεων (κυρίως φαινόλες) που είναι 
τοξικές και μπορεί να αναστείλουν τη βιολογική επεξεργασία. Η απόρριψη των 30 
εκατομμυρίων m3 αποβλήτων κάθε χρόνο, αποτελεί μείζον περιβαλλοντικό 
πρόβλημα, ιδίως στις χώρες της Μεσογείου. Η υδροξυτυροσόλη και η τυροσόλη είναι 
δύο από τις κύριες φαινολικές ενώσεις που υπάρχουν στα απόβλητα των 
ελαιουργείων, οι οποίες είναι ιδιαίτερα ανθεκτικές στον αέρα/οξυγόνο, τη 
βακτηριακή και ενζυμική αποικοδόμηση, και είναι ιδιαίτερα ρυπογόνες. Στην 
παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε το μονοκύτταρο χλωροφύκος Scenedesmus 
obliquus για την βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης, αλλά και του συνδυασμού 
υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης, σε υψηλή (0,3mM) και χαμηλή συγκέντρωση 
(0,05mM). Η υδροξυτυροσόλη, όπως και η τυροσόλη, ανήκουν σε αυτές τις 
φαινολικές ενώσεις που δεν είναι τοξικές για το μονοκύτταρο χλωροφύκος  
Scenedesmus obliquus. Το γεγονός αυτό έδωσε την ευκαιρία  στο μικροφύκος, που 
αναπτύσσεται σε αυτότροφες συνθήκες, να βιοδιασπά την υδροξυτυροσόλη, 
προκειμένου να την χρησιμοποιήσει ως εναλλακτική πηγή άνθρακα/ενέργειας. Η 
απόδοση της βιοαποικοδομησιμότητας ήταν υψηλότερη στις υψηλότερες 
συγκεντρώσεις που ελέγχθηκαν. Σε αυτότροφες συνθήκες και με ταυτόχρονη 
παρουσία της υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης, η βιοαποικοδόμηση της 
υδροξυτυροσόλης ήταν η υψηλότερη. Υπό αυτές τις συνθήκες η βιοαποικοδόμηση 
ξεκίνησε από την πλέον απαιτητική ενεργειακά φαινολική ένωση (υδροξυτυροσόλη), 
ενώ η τυροσόλη παρουσίασε μόνο μία μικρή βιοαποικοδόμηση. Μετά την πλήρη 
βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης αναμένεται πιο αποτελεσματική 
βιοαποικοδομησιμότητα και της τυροσόλης. Αυτή η στρατηγική του μικροφύκους  
μπορεί να χρησιμοποιηθούν περαιτέρω και σε έργα μεγάλης κλίμακας, ανοίγοντας 
το δρόμο για μελλοντικές βιοτεχνολογικές εφαρμογές. 
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Abstract 
Wastewater from olive oil mills has significant polluting properties, especially due to 
the high concentration of aromatic compounds (mainly phenolics) which are toxic and 
may inhibit biological treatment. The disposal of 30 million m3 of wastes every year is 
a major environmental problem especially in the Mediterranean countries. 
Hydroxytyrosol and tyrosol are two of the main phenolic compounds present in olive 
mill wastewaters, which are significantly resistant to air/oxygen, bacterial and 
enzymatic degradation, and are highly polluting. In this study the unicellular green alga 
Scenedesmus obliquus was used to biodegrade hydroxytyrosol, as well as the 
combination of hydroxytyrosol and tyrosol, in high (0.3mM) and low concentration 
(0.05mM). Hydroxytyrosol and tyrosol belong to those phenolic compounds that were 
not toxic for the microalga Scenedesmus obliquus. This fact gave the opportunity to 
the microalga, grown under autotrophic conditions, to biodegrade hydroxytyrosol in 
order to use as alternative energy/carbon source. The biodegradability yield was 
higher in the higher tested concentrations. In the treatment with the simultaneous 
presence of hydroxytyrosol with tyrosol, the biodegradation yield of hydroxytyrosol 
was higher in the autotrophic culture medium. Under these conditions the 
biodegradation started by the most energetically demanding phenolic compound 
(hydroxytyrosol). Tyrosol appeared as a compound that was biodegraded a little when 
existed in parallel with hydroxytyrosol. After the biodegradation of hydroxytyrosol a 
more effective tyrosol biodegradability was expected as well. This strategy of 
microalga can be further used in large scale projects, paving the way for future 
biotechnological applications. 
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Εισαγωγή 
Παραγωγική Διαδικασία Ελαιόλαδου 
Η παραγωγή ελιάς και ελαιόλαδου εντοπίζεται κυρίως στις χώρες της Ευρώπης, με 
επίκεντρο χώρες της Μεσογείου, οι οποίες αντιπροσωπεύουν το 95% της παραγωγής, 
δηλαδή 2,5 – 3 εκατομμύρια τόνους το χρόνο [International Oil Council].  
 
 
Εικόνα 1. Παγκόσμια παραγωγή ελαιόλαδου 
Στην Ελλάδα, τον τρίτο στη σειρά ελαιοπαραγωγό μετά την Ισπανία και την Ιταλία 
(Εικόνα 1), αποτελεί έναν από τους σημαντικότερους τομείς γεωργικής παραγωγή, με 
περίπου 400.000 τόνους ετησίως [Niaounakis and Halvadakis, 2006].  
Για την παραγωγή του λαδιού υπάρχουν τρεις μέθοδοι, η παραδοσιακή μέθοδος 
πίεσης, και τα φυγοκεντρικά συστήματα τριών και δύο φάσεων (Εικόνα 2). 
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Η παραδοσιακή μέθοδος είναι μια ασυνεχής διαδικασία, 
στην οποίο το άλεσμα των καρπών δημιουργεί μια υγρή 
φάση και στερεά απόβλητα (ελαιοπυρήνας). Από την υγρή 
φάση, μετά από επεξεργασία, προκύπτει το ελαιόλαδο και 
τα υγρά απόβλητα ελαιοτριβείου (ΥΑΕ, κατσίγαρος) (Εικόνα 
3). Κατά την τριφασική διαδικασία, η φυγόκεντρος 
διαχωρίζει την ελαιοζύμη σε ελαιόλαδο, ελαιοπυρήνα και 
ΥΑΕ (Εικόνα 3, 4). Το κύριο μειονέκτημα της συγκεκριμένης 
μεθόδου είναι η μεγάλη απαίτηση σε νερό ώστε να 
καταστεί δυνατός ο διαχωρισμός, και συνεπώς η παραγωγή 
σημαντικού όγκου ΥΑΕ. Το διφασικό σύστημα ήρθε να 
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αντικαταστήσει το τριφασικό, καθώς η κύρια διαφορά μεταξύ τους είναι η 
ενσωμάτωση των ΥΑΕ στον ελαιοπυρήνα (ελαιοπολτός).  
 
 
Το διφασικό σύστημα πλεονεκτεί στην αισθητά μικρότερη κατανάλωση νερού, καθώς 
χρησιμοποιείται μόνο κατά το πλύσιμο, στην απουσία ΥΑΕ, και στις χαμηλότερες 
τιμές Βιοχημικά Απαιτούμενου Οξυγόνου (Biochemical Oxygen Demand, BOD), 
δηλαδή η ποσότητα του διαλυμένου οξυγόνου που χρησιμοποιείται από τους 
μικροοργανισμούς για την πλήρη οξείδωση  της οργανικής ύλης σε δείγματα νερού. 
Από την άλλη, η υγρασία του ελαιοπολτού και το ρυπαντικό φορτίο είναι πλέον 
αυξημένα, καθιστώντας το χειρισμό, τη μεταφορά και την αποθήκευση των 
αποβλήτων προβληματική. 
Ενδεικτικά παρατίθενται οι Πίνακες 1, 2, και 3 με κάποια από τα χαρακτηριστικά των 
παραπάνω μεθόδων [Μπλίκα, 2009]. 
 
Πίνακας 1. Μέση σύσταση υγρών αποβλήτων ελαιουργείων 
Χαρακτηριστικά Τιμή (g/L) 
Ολικά στερεά 14 – 126 
Πτητικά οργανικά στερεά 12 – 105 
Ολικά αιωρούμενα στερεά 0,4 – 24 
Χημικά απαιτούμενο οξυγόνο (COD) 25 – 162 
Βιοχημικά απαιτούμενο οξυγόνο (BOD) 9,2 – 100 
Ολικό οργανικό άζωτο 0,009 – 3,2 
Ολικός φώσφορος Ίχνη – 1,4 
 
 
Εικόνα 4. Ο τριφασικός διαχωριστής. Η ελαιοζύμη διαχωρίζεται σε ελαιόλαδο (ελαφριά υγρή φάση), ΥΑΕ (βαριά 
υγρή φάση) και ελαιοπυρήνα (στερεά απόβλητα). Το ελαιόλαδο συλλέγεται από κάτω, και τα υγρά και στερεά 
απόβλητα αποβάλλονται από πάνω και μπροστά, αντίστοιχα. 
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Πίνακας 2. Σύγκριση ορισμένων χαρακτηριστικών των αποβλήτων από τις διάφορες επεξεργασίες 
παραγωγής ελαιόλαδου  
 Παραδοσιακή 
Τριφασικό 
Σύστημα 
Διφασικό 
Σύστημα 
Στερεό υπόλειμμα 
(kg/tn καρπού) 
330 500 800 
Υγρά απόβλητα  
(L/tn καρπού) 
600 1200 250 
Φυτικό νερό των υγρών 
αποβλήτων 
94 90 99 
BOD υγρών αποβλήτων 
(g/L) 
100 80 10 
Πολυφαινόλες στα υγρά 
απόβλητα (mg/L) 
203 164 200 
Δείκτης πικρότητας 1,4 0,5 - 
 
Πίνακας 3. Χαρακτηριστικά των αποβλήτων των παραδοσιακών και των φυγοκεντρικών ελαιουργείων  
 Παραδοσιακό Φυγοκεντρικό 
pH 4,5 – 6,5 4,7 – 5,2 
Ρυπογόνο Δυναμικό 
Χημικά απαιτούμενο οξυγόνο (COD) (g/L) 120 – 130 45 – 60 
Βιοχημικά απαιτούμενο οξυγόνο (BOD) 
(g/L) 
90 – 100 35 – 48 
Αιωρούμενα στερεά (%) 0,1 0,9 
Ολικά στερεά (%) 12 6 
Ολικά οργανικά στερεά (%) 10,5 5,5 
Ολικά ανόργανα στερεά (%) 1,5 0,5 
Οργανικές ουσίες (%) 
Ολικά σάκχαρα 2 – 8 0,5 – 2,6 
Αζωτούχες ενώσεις 0,5 – 2 1,7 – 2,4 
Οργανικά οξέα 0,5 – 1 0,2 – 0,4 
Πολυαλκοόλες 1 – 1,5 0,3 – 0,5 
Πηκτίνες, Ταννίνες 1 – 1,5 0,2 – 0,4 
Πολυφαινόλες 2 – 2,4 0,3 – 0,8 
Λίπη 0,03 – 1 0,5 – 2,3 
Ανόργανα Στοιχεία (%) 
P 0,11 0,03 
K 0,72 0,27 
Ca 0,07 0,02 
Mg 0,04 0,01 
Na 0,09 0,03 
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Η συγκέντρωση των πολυφαινολών στο ελαιόλαδο του τριφασικού συστήματος είναι 
μικρότερη λόγω του προστιθέμενου νερού, ενώ το παραγόμενο από διφασικό 
σύστημα ελαιόλαδο είναι υψηλότερης ποιότητας και σταθερότερο στην οξείδωση 
(Πίνακας 2). Τα φυγοκεντρικά συστήματα παράγουν απόβλητα χαμηλότερης 
περιεκτικότητας σε στερεά, συγκριτικά με τα παραδοσιακά (Πίνακας 3).  
Οι μέθοδοι εξαγωγής του ελαιόλαδου ποικίλουν ανάλογα με τη χώρα˙ στην Ισπανία 
επικρατεί κατά 98% το διφασικό σύστημα, στην Ιταλία και στην Ελλάδα συναντάμε 
κυρίως το τριφασικό (Εικόνα 5). Τα παραγόμενα υγρά απόβλητα ελαιοτριβείου 
αποτελούν μια πρόκληση για χώρες που έχουν υιοθετήσει το σύστημα τριών 
φάσεων.  
 
 
Εικόνα 5. Τεχνικές που χρησιμοποιούνται για την παραγωγή ελαιόλαδου στην Ευρώπη [Kotronarou and 
Méndez, 2003] 
 
Υγρά Απόβλητα Ελαιοτριβείου 
Τα υγρά απόβλητα ελαιουργείου, ή αλλιώς κατσίγαρος, αποτελούν ένα φυτικό 
εκχύλισμα προερχόμενο από τη μάλαξη, τη φυγοκέντρηση σε τριφασικό σύστημα, 
και τον ελαιοδιαχωρισμό του μείγματος νερού και χυμού του ελαιοκάρπου. Διαθέτει 
σκούρο θολό χρώμα (με απόχρωση από κίτρινο - πράσινο έως καφέ-μαύρο), το οποίο 
εξαρτάται από την αναλογία των συστατικών του, κυρίως τις ταννίνες. Η οσμή είναι 
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χαρακτηριστικά όξινη, κάτι που οφείλεται στο πλήθος πτητικών οξέων 
[Μπαλατσούρας, 1997; Tsagaraki et al., 2006]. Ο κατσίγαρος είναι πλούσιος σε 
οργανικά και ανόργανα υλικά˙ πηκτίνες, ταννίνες, σάκχαρα, οργανικά οξέα, 
ανόργανα άλατα, υπολείμματα ελαιοπολτού, και διαθέτει όξινο pH (Πίνακας 3, 4).  
Η σύσταση των αποβλήτων (Πίνακας 5) εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, όπως 
τα χαρακτηριστικά του καρπού (ποικιλία ελιάς, στάδιο ωρίμανσης, θρέψη) και 
τεχνικά χαρακτηριστικά (κλιματολογικές συνθήκες, σύστημα συγκομιδής του 
καρπού, μέθοδος παραγωγής ελαιόλαδου). 
 
Πίνακας 4. Κύρια Συστατικά των ΥΑΕ [Zervakis and Balis, 1996]  
Συστατικά Συγκέντρωση (%) Κύρια Συστατικά 
Νερό 83 – 92  
Λίπη 0,03 - 1 Υπολείμματα ελαίου 
Αζωτούχες Ενώσεις 1,2 – 2,4 
Γλουταμίνη, Ιστιδίνη, 
Γλυκίνη, Προλίνη, Αργινίνη, 
Τυροσίνη, Φαινυλαλανίνη 
Σάκχαρα 2 – 8 
Ραφινόζη, Σακχαρόζη, Μανόζη, 
Γλυκόζη, Αραβινόζη, Ραμνόζη, 
Γαλακτόζη,  Ξυλόζη 
Οργανικά Οξέα 0,5 – 1,5 
Οξικό, Ηλεκτρικό, Κιτρικό, 
Γλυκερινικό, Γαλακτικό, 
Μηλονικό, Οξαλικό, Φουμαρικό 
Πολυαλκοόλες 0,5 – 1,5 Γλυκερίνη, Μανιτόλη 
Πηκτίνες 
Ταννίνες 
0,4 – 1,5   
Φαινολικές Ενώσεις 0,3 – 0,8 
Φλαβονοειδή 
Απεγινίνη, Λουτεολίνη, Κερσετίνη  
Φαινόλες 
Καφεϊκό, Κινναμικό, Τυροσόλη, 
Υδροξυτυροσόλη, π-Κουμαρικό, 
Ελαιοευρωπεΐνη 
Ανόργανα Στοιχεία 0,4 – 1,5 
K, P, Na, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu, 
Cl, S 
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Πίνακας 5. Κύρια Φυσικοχημικά Χαρακτηριστικά των ΥΑΕ [Fiesta Ros de Ursinos and broja-Padilla, 1992; 
Hamdi and Ellouz, 1992].  
 Όρια τιμών 
Νερό (%) 83 – 93 
Οργανικά συστατικά (%) 4 – 16 
Ανόργανα Συστατικά (%) 1 – 2 
Πυκνότητα (g/cm3) 1.024 
Αγωγιμότητα (μS/cm) 80.000 – 160.000 
pH 4,5 – 6,5 
Βιοχημικά Απαιτούμενο Οξυγόνο  
(BOD) (mg/L) 
14.000 – 110.000 
Χημικά Απαιτούμενο Οξυγόνο  
(COD) (mg/L) 
41.400 – 130.000 
 
Παρά το ότι το πιο σημαντικό, από ποσοτική άποψη, τμήμα του οργανικού κλάσματος 
καταλαμβάνεται από σάκχαρα, από ποιοτικής απόψεως οι πολυφαινόλες και οι 
λιπαρές ουσίες είναι τα πιο σημαντικά συστατικά, διότι προσδίδουν στα YAE 
ανεπιθύμητες ιδιότητες (χρώμα, φυτοτοξικότητα κ.α.).  
Οι κύριες φαινόλες που εμπεριέχονται στα ΥΑΕ αναφέρονται 
στον Πίνακα 4, με τη μεγαλύτερη περιεκτικότητα να έχουν η 
υδροξυτυροσόλη [IUPAC: 4-(2-υδροξυαιθυλ)βενζολ-1,2-διόλη, 
CHEBI:68889] και η τυροσόλη [IUPAC: 4-(2-υδροξυαιθυλ)φαινόλη, 
CHEBI:1879] (Εικόνα 6).  
 
Προβλήματα σε Περιβάλλον και Υγεία 
Η αποτοξικοποίηση των ΥΑΕ αποτελεί μια σημαντική πρόκληση, λόγω της υψηλής 
τιμής του χημικά (COD) και βιοχημικά απαιτούμενου οξυγόνου (BOD) (90.000 – 
100.000 ppm)˙ το BOD των αστικών αποβλήτων κυμαίνεται στα 300 – 400 ppm. Η 
παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων μη εύκολα βιοαποικοδομήσιμων μορίων, όπως 
μακριές αλυσίδες λιπαρών οξέων, δυσχεραίνουν την ανάπτυξη μικροοργανισμών, 
και η μεγάλη περιεκτικότητα σε φαινολικές ουσίες οργανικά οξέα, ταννίνες και 
ανόργανα άλατα παρεμποδίζουν τις μικροβιακές και φυτικές δραστηριότητες 
[Λοϊζίδης, 2009]. 
Εικόνα 6. Υδροξυτυροσόλη 
(πάνω) και τυροσόλη (κάτω) 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:09:42 EET - 137.108.70.7
Διπλωματική Εργασία 
13 
 
Τα απόνερα συνήθως εκχύνονται σε κοντινά ύδατα, λίμνες, ποτάμια, ρεματιές, 
θάλασσές. Αποτέλεσμα αυτού είναι το τεράστιο πρόβλημα ρύπανσης των υδάτινων 
συστημάτων στα σημεία απόρριψης και η υποβάθμιση της γύρω περιοχής, οπτικά 
και ποιοτικά. Η εναπόθεση των ΥΑΕ αυξάνει την υδροφοβικότητα στο επιφανειακό 
στρώμα εδάφους και την διαπερατότητα των αργιλικών εδαφών, ενισχύοντας, έτσι, 
τη διάβρωση του εδάφους και τη διαφυγή των αποβλήτων στον υδροφόρο ορίζοντα 
[Jarboui et al., 2008; Mahmoud et al., 2010; Πατώνη, 2010]. Η πιθανότητα οι ρύποι 
αυτοί να καταλήξουν σε καλλιεργούμενες εκτάσεις μετά από άρδευση των 
ρυπασμένων υδάτων είναι αυξημένη, ιδιαίτερα αν λάβουμε υπόψιν ότι οι 
εγκαταστάσεις των ελαιοτριβείων συχνά εδράζουν σε περιοχές παραγωγής 
ελαιοκάρπου.  
Η παρουσία φαινολικών ενώσεων και οργανικών οξέων, ακόμα και σε χαμηλές 
συγκεντρώσεις, προκαλεί έντονα φαινόμενα φυτοτοξικότητας [D’ Annibale et al., 
2004; Aliotta et al., 2002; Capasso et al., 1992], παρεμβαίνει στη βλάστηση και 
ανάπτυξη των φυτών [Saez et al., 1992]. Έχει ακόμα αναφερθεί ότι η άμεση εφαρμογή 
ανεπεξέργαστων ΥΑΕ προκαλεί πτώση των καρπών και φύλλων του φυτού [Κουσέρη, 
2008]. Παράλληλα τα ΥΑΕ αλλοιώνουν τα χαρακτηριστικά του εδάφους στο οποίο 
απορρίπτονται [Ben Sassi et al., 2006] και την μικροβιακή κοινότητα [Karpouzas et al., 
2010; Kotsou et al. 2004]. Το αντίκτυπο στην υγεία είναι εξίσου σοβαρό. Μετά από 
κατάποση έχουν αναφερθεί παθήσεις, όπως γαστρεντερικές ενοχλήσεις, ηπατικά και 
νεφρικά προβλήματα, νευρικοί σπασμοί, καρδιακές αρρυθμίες, ακόμα και θάνατο.  
Σε ποντίκια έχει παρατηρηθεί καρκινογένεση, αν και δεν υπάρχουν αντίστοιχα 
αποτελέσματα σε ανθρώπους. Προβλήματα μπορούν να δημιουργηθούν ακόμη και 
όταν έρθει σε επαφή µε το δέρμα, όπως ερεθισμός, εγκαύματα και νέκρωση ιστών 
[Environmental Health Criteria for Phenols].  
Τα λιπίδια δημιουργούν μεμβράνες, αδιαπέραστες σε φως και οξυγόνο, σε ύδατα και 
εδάφη, οδηγώντας στην παρεμπόδιση της μικροβιακής και φυτικής ανάπτυξης 
[Δερβίσης, 2004]. Η αποδόμηση των οργανικών ουσιών, από μικροοργανισμούς που 
καταφέρνουν να επιβιώσουν ή και ακόμα να επικρατήσουν στο ρυπασμένο 
περιβάλλον, απαιτεί την κατανάλωση οξυγόνου. Λόγω της μετέπειτα έλλειψης 
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οξυγόνου που προκαλείται, διαταράσσεται ακόμα περισσότερο η μικροβιακή 
κοινότητα των υδατικών και εδαφικών περιβαλλόντων [Πατώνη, 2010]. 
 
Διαχείριση των Υγρών Αποβλήτων Ελαιοτριβείου 
Οι προσεγγίσεις του προβλήματος γίνονται σε τρεις κατευθύνσεις [Fiesta Ros de 
Ursinos and broja-Padilla, 1992]:  
1. Με αποτοξικοποίηση των αποβλήτων με φυσικοχημικές, θερμικές και βιολογικές 
μεθόδους. 
Τα ΥΑΕ υπόκεινται σε πρωτοβάθμια (ή μηχανική) επεξεργασία (διήθηση, 
επίπλευση, καθίζηση), δευτεροβάθμια (ή βιολογική) επεξεργασία (λίμνες ή 
lagoons [Rozzi and Malpei, 1996], συστήματα ενεργοποιημένης λάσπης, 
συστήματα απομάκρυνσης ανόργανων, συστήματα αναερόβιας χώνευσης), και 
τριτοβάθμια (ή χημική) επεξεργασία (διεργασίες μεμβρανών, συσσωμάτωση, 
προσρόφηση, εξάτμιση, αποτέφρωση, καθίζηση, οξείδωση-αναγωγή). Η 
πρωτοβάθμια και τριτοβάθμια επεξεργασία συμμετέχουν στην ελάττωση του 
ρυπαντικού φορτίου και στη βελτίωση της ποιότητας των αποβλήτων, τον κύριο 
όμως ρόλο απορρύπανσης τον διαδραματίζει η δευτεροβάθμια επεξεργασία 
[Μπλίκα, 2009; Israilides et al., 1997; Rozzi and Malpei, 1996; Brenes et al., 1993; 
Brinck et al., 1998].  
Τα ελαιοτριβεία είναι συνήθως μικρού μεγέθους βιομηχανικές μονάδες με 
ετήσια λειτουργία 3-4 μηνών, τα απόβλητα επομένως παράγονται σε τεράστιες 
ποσότητες σε μικρό χρονικό διάστημα. Κατ’ επέκταση πολλές από τις παραπάνω 
τεχνικές διαχείρισης είναι τεχνικά ανεφάρμοστες ή οικονομικά μη βιώσιμες.  
2. Με ανακύκλωση των αποβλήτων με ή χωρίς ανάκτηση χρήσιμων συστατικών.  
3. Με αλλαγή της παραγωγικής διαδικασίας εξαγωγής ελαιόλαδου. 
 
Βιοαποικοδόμηση Φαινολικών Ενώσεων από Μικροφύκη  
Υπάρχουν αρκετές βιβλιογραφικές αναφορές όπου χρησιμοποιούνται 
μικροοργανισμοί για να βιοαποικοδομήσουν τις φαινολικές ενώσεις που υπάρχουν 
στον κατσίγαρο. Έχει αναφερθεί ότι ο μύκητας Coriolopsis rigida μπορεί να 
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βιοαποικοδομήσει σε ποσοστό μεγαλύτερο από 70% τις φαινολικές ενώσεις 
(Υδροξυτυροσόλη: 1824mg kg⁄  στερεών αποβλήτων, Τυροσόλη: 682mg kg⁄  στερεών 
αποβλήτων) που υπάρχουν στον κατσίγαρο σε διάστημα 20 ημερών [Sampedro et al., 
2004]. Ανάλογες έρευνες με Phanerochaeteflavido-alba [Linares et al., 2003] και 
Pleurotus ostreatus [Aggelis et al., 2003] έδωσαν παρόμοιες βιοαποικοδομήσεις, σε 
μικρότερα όμως χρονικά διαστήματα, των 10 ημερών και 2 εβδομάδων, αντίστοιχα. 
Ο μικροοργανισμός Coriolopsis gallica έχει αναφερθεί ότι βιοαποικοδομεί ποσοστό 
μεγαλύτερο από 90% του φαινολικού φορτίου (28 μg mg ⁄ εκχυλίσματος ΥΑΕ) των 
υγρών αποβλήτων του κατσίγαρου σε διάστημα 12 ημερών [Daassi et al, 2014], ενώ 
οι μικροοργανισμοί Geotrichum sp., Aspergillus sp., Candida tropicalis σε μικρότερα 
ποσοστά της τάξης του 50% (8,2g tannic acid L⁄ ) [Fadil et al., 2003]. 
Τα βακτήρια όμως αποτελούν ετερότροφους οργανισμούς, απαιτείται λοιπόν η 
συνεχής παροχή οργανικής ύλης για την κάλυψη των ενεργειακών τους αναγκών για 
την ανάπτυξη και την βιοαποικοδόμηση των ρύπων. Είναι εύλογο, κατ’ επέκταση, να 
φανταστούμε ότι η χρήση βακτηρίων για την απορρύπανση αποβλήτων χαμηλής 
συγκέντρωσης ρύπων δεν είναι οικονομικά βιώσιμη. Η προσέγγιση του προβλήματος 
της βιοαποικοδόμησης ρύπων χρησιμοποιώντας μικροφύκη προτάθηκε αρχικά από 
τους Oswald and Gotaas, 1975, καθώς είναι φωτοσυνθετικοί αυτότροφοι οργανισμοί. 
Ενώ η αντιμετώπιση ρύπων με τη χρήση βακτηρίων [Diaz, 2004; Janssen et al., 2005; 
Kobayashi and Rittmann, 1982], ανώτερων φυτών [Konoßa et al., 1995] και ζώων 
[James et al., 1977] έχει μελετηθεί εκτενέστερα,  η χρήση των μικροφυκών έχει 
κερδίσει το ενδιαφέρον τα τελευταία χρόνια. Αυτό οφείλεται στα πλεονεκτήματα που 
δύναται να προσφέρει η χρήση τους, δηλαδή την χρήση της ηλιακής ενέργειας για τη 
σύνθεση και την παραγωγή βιομάζας και την παραγωγή ουσιών υψηλής εμπορικής 
αξίας [Aaronson et al., 1980]. Αξίζει να σημειωθεί ότι τα φύκη είναι οργανισμοί που 
φέρουν στο γονιδίωμά τους την ικανότητα να ανθίστανται στην παρουσία των 
φαινολών, δεδομένου ότι επιβίωσαν σε πολύ πιο αντίξοες συνθήκες (ΝΟx, Η2S) σε 
σύγκριση με τη σημερινή ατμόσφαιρα. Πολλά είδη μικροφυκών (π.χ.  Chlorella sp., 
Scenedesmus obliquus, Selenastrum capricornutum και Ochromonas Danica) έχει 
φανεί πως είναι αρκετά ανθεκτικοί [Jankevicius et al., 1992] ώστε να μπορούν να 
βιοαποικοδομήσουν πλήθος ρύπων, όπως το ζιζανιοκτόνο 2,4-
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διχλωροφαινοξυοξεικό οξύ [Butler et al., 1975], φαινόλες [Ellis, 1977; Klekner and 
Kosaric, 1992] [Tikoo et al., 1997; Pinto et al., 2002] και πολυαρωματικούς 
υδρογονάνθρακες [Warshawsky et al., 1988; Warshawsky et al., 1995].  
Η απλούστερη φαινολική ένωση, η φαινόλη, χρησιμοποιείται από το χλωροφύκος 
Scenedesmus obliquus ως εναλλακτική πηγή άνθρακα, ενώ σε συνδυασμό με την 
κατάλληλη ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας, επιτυγχάνεται ο πλήρης  μεταβολισμός 
της (100% βιοαποικοδόμηση) [Papazi and Kotzabasis, 2007]. Αυξάνοντας το βαθμό 
δυσκολίας της βιοδιάσπασης, προσθέτοντας έναν υποκαταστάτη στο φαινολικό 
δακτύλιο, η βιοαποικοδόμηση γίνεται μέσω συμμεταβολισμού, και 
πραγματοποιείται σε δύο διακριτές φάσεις. Κατά την πρώτη φάση, αποσπάται ο 
υποκαταστάτης (αλογόνο) και κατά τη δεύτερη φάση λαμβάνει χώρα η σχάση του 
φαινολικού δακτυλίου [Papazi and Kotzabasis, 2007].  Η επιπλέον αύξηση του βαθμού 
δυσκολίας της βιοαποικοδόμησης φαινολικών ενώσεων από το χλωροφύκος, που 
επιτυγχάνεται με την προσθήκη ενός δεύτερου υποκαταστάτη στο φαινολικό 
δακτύλιο (π.χ. διχλωροφαινόλες), διαφοροποιεί το επίπεδο βιοαποικοδόμησης 
ανάλογα με το πόσα meta-υποκατεστημένα χλώρια υπάρχουν στο φαινολικό 
δακτύλιο [Papazi and Kotzabasis, 2013]. Η βιοαποικοδόμηση ξενοβιοτικών ουσιών 
είναι μια πολυπαραγοντική διαδικασία που εξαρτάται από βιοτικές και αβιοτικές 
μεταβλητές.  
Για την αποτοξικοποίηση μιας ξενοβιοτικής ουσίας από μικροφύκη, υιοθετούνται 
διαφορετικές στρατηγικές ανάλογα με την τοξικότητα της ουσίας και το ενεργειακό 
ισοζύγιο του χλωροφύκους. Αυτό το ενεργειακό ισοζύγιο καθορίζεται από πληθώρα 
βιοτικών και αβιοτικών παραμέτρων. Όσον αφορά τις φαινολικές ενώσεις, η θέση 
(ortho-, meta- ή para-) και ο αριθμός των υποκαταστατών στο φαινολικό δακτύλιο, 
τα φαινόμενα του συντονισμού και της επαγωγής, που ελέγχουν τη συμπεριφορά του 
υποκαταστάτη ως δότη ή δέκτη ηλεκτρονίων, καθορίζουν τις ενεργειακές απαιτήσεις 
για τη βιοδιάσπασή τους, ενώ η εξωγενής πηγή του άνθρακα (ανόργανου ή/και 
οργανικού) και η ένταση της φωτονιακής ακτινοβολίας είναι οι σημαντικότεροι από 
τους παράγοντες που ελέγχουν (μέσω της αναπνευστικής και φωτοσυνθετικής 
διαδικασίας) τα ενεργειακά αποθέματα του χλωροφύκους που θα επενδυθούν για τη 
βιοαποικοδόμηση φαινολικών ενώσεων διαφορετικής τοξικότητας και δυσκολίας 
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βιοδιάσπασης [Pinto et al.,2002; Papazi and Kotzabasis, 2007; Papazi and Kotzabasis, 
2008; Papazi et al., 2012; Papazi and Kotzabasis, 2013]. Σημαντικό ρόλο παίζουν επίσης 
η θερμοκρασία [Margesin et al.,2005], το pH [Graham et al., 2004], η διαθεσιμότητα 
και περιεκτικότητα σε οξυγόνο [Meloa et al., 2005],  και η αρχική συγκέντρωση 
κυττάρων στην καλλιέργεια [Jiang et al., 2012]. 
 
Σκοπός 
Σε συνέχεια προηγούμενων πειραματικών σειρών που αφορούσαν την εξακρίβωση 
της στρατηγικής βιοαποικοδόμησης φαινολικών ενώσεων από μικροφύκη [Papazi 
and Kotzabasis, 2007; Papazi and Kotzabasis, 2008; Papazi et al., 2012; Papazi and 
Kotzabasis, 2013], η παρούσα εργασία επιχειρεί να μελετήσει στοχευμένα την 
βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης, και του συνδυασμού υδροξυτυροσόλης και 
τυροσόλης από το μονοκύτταρο χλωροφύκος Scenedesmus obliquus. Οι φαινολικές 
αυτές ενώσεις αποτελούν το κύριο ρυπαντικό φορτίο των Υγρών Αποβλήτων 
Ελαιοτριβείων.  
 
Υλικά και Μέθοδοι 
Οργανισμός  
Στην παρούσα εργασία, χρησιμοποιήθηκε το μονοκύτταρο χλωροφύκος Scenedesmus 
obliquus wild type D3 [Gaffron, 1939] (Εικόνα 7). H φυλογενετική του ταξινόμηση είναι 
η εξής:  
Βασίλειο: Φυτά 
Διαίρεση: Χλωρόφυτα 
Κλάση: Χλωροφύκη 
Τάξη: Chlorococcales  
Γένος: Scenedesmus 
Είδος: Scenedesmus οbliquus 
Ο οργανισμός αυτός είναι μονοκύτταρος ευκαρυωτικός, με ελλειψοειδή κύτταρα, 
μήκους περίπου 5-10 μm. Ο κύκλος ζωής του διαρκεί γύρω στις 20 ώρες. Στη διάρκεια 
Εικόνα 7. Το μονοκύτταρο χλωροφύκος 
Scenedesmus obliquus 
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αυτή, διαιρείται μία φορά δίνοντας 4-8 θυγατρικά κύτταρα, τα οποία μόλις 
σχηματιστούν πλήρως, συνήθως αποκόπτονται μεταξύ τους (δεν σχηματίζουν 
κοινόβια). Εξελικτικά, βρίσκεται πολύ κοντά στα άλλα δύο, γνωστά στο ερευνητικό 
πεδίο, φύκη τη Χλαμυδομονάδα (Chlamydomonas) και τη Χλωρέλλα (Chlorella). 
Πρόκειται για φωτοσυνθετικό μικροοργανισμό, που παράγει οξυγόνο κατά τη 
φωτοσύνθεσή του. Όσον αφορά τα χαρακτηριστικά της φωτοσυνθετικής του 
δραστηριότητας μοιάζει με τα γυμνόσπερμα φυτά. Ο άγριος τύπος (wt) έχει την 
ικανότητα βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης και στο σκοτάδι, όπως και στο φως. 
Δηλαδή, ακόμα και σε ετερότροφες συνθήκες έχει διαμορφωμένους χλωροπλάστες 
και ενεργά φωτοσυστήματα Ι και ΙΙ.  
 
Συνθήκες Ανάπτυξης 
Η ανάπτυξη των οργανισμών έγινε σε επιμήκεις 
γυάλινους σωλήνες (Ø  5cm × 50 cm), με ειδικό 
στόμιο στο κάτω μέρος του σωλήνα, που επιτρέπει 
τον αερισμό της καλλιέργειας, ενώ τοποθετήθηκαν 
σε ενυδρείο σταθερής θερμοκρασίας 30°C, μπροστά 
από λάμπες λευκού φωτισμού, με ρυθμιζόμενη 
ένταση (Εικόνα 8). Η σύσταση του θρεπτικού υλικού 
αναγράφεται στον Πίνακα 6. Το μικροφύκος αναπτύχθηκε σε αυτές τις συνθήκες για 
2-3 ημέρες περίπου, έπειτα χρησιμοποιήθηκε ως μητρική καλλιέργεια για τη 
διεξαγωγή του πειράματος. 
Όλα τα πειράματα έλαβαν χώρα σε ερμητικά, με septa, 
μπουκαλάκια (serum bottles) των 100 mL (Εικόνα 9). Η 
δειγματοληψία γινόταν καθημερινά την ίδια ώρα με 
αποστειρωμένες σύριγγες, ενώ η διάρκεια διεξαγωγής του 
κάθε πειράματος ήταν 5 ημέρες. Η διάρκεια των 5 ημερών 
επιλέχθηκε ως η ιδανικότερη για την αποφυγή του 
προβλήματος της έλλειψης θρεπτικών, μετά από 
προκαταρκτικά πειράματα αναφορικά με την καμπύλη 
ανάπτυξης του χλωροφύκους στις συγκεκριμένες συνθήκες. Ο 
Εικόνα 9. Μπουκαλάκι των 
100 mL, με καλλιέργεια του   
χλωροφύκους Scenedesmus 
obliquus, ερμητικά κλειστό 
με septum. 
Εικόνα 8. Σύστημα προκαλλιέργειας του 
χλωροφύκους Scenedesmus obliquus 
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τελικός όγκος της καλλιέργειας στο κάθε μπουκάλι ήταν 50 mL. Η αρχική 
συγκέντρωση των κυττάρων ήταν 1,5 μL PCV/mL (Packed Cell Volume–
Πακεταρισμένα Κύτταρα) καλλιέργειας. Τα μπουκαλάκια αυτά τοποθετήθηκαν σε 
θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας (30°C), ενώ το φως που έφτανε στην επιφάνεια της 
καλλιέργειας ήταν 50-60 μmol×m-2s-1.  
 
Πίνακας 6. Συστατικά του μέσου καλλιέργειας του Scenedesmus obliquus [Bishop and Senger, 1971]. 
Συστατικά Περιεκτικότητα (σε g/L) 
CaCl2 x 2H2O 1,50 
KNO3 80,0 
MgSO4 x7H2O 24,6 
NaCl 47,0 
Na2HPO4 x2H2O 17,8 
NaH2PO4 x1H2O 40,5 
FeSO4 x1H2O 0,06 
Fe(III)citrate 0,24 
H3BO3 2,86 
MnCl2 x4H2O 1,81 
ZnSO4 x7H2O 0,222 
CuSO4 x5H2O 0,079 
MoO3 (85%-99.5%) 0,0177 
 
Εκτελέστηκαν δύο σειρές πειραμάτων, όπου χρησιμοποιήθηκαν καλλιέργειες του 
μικροφύκους Scenedesmus obliquus με εξωγενώς παρεχόμενη υδροξυτυροσόλη και 
μίγμα υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης. Σε κανένα από τα πειράματα δεν 
προστέθηκε κάποιου είδους εξωτερική πηγή άνθρακα εκτός από τις ίδιες τις 
φαινολικές ενώσεις. 
Η πρώτη σειρά πραγματοποιήθηκε σε αυτότροφες συνθήκες με παροχή 
υδροξυτυροσόλης σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις, 0,05mM και 0,3mM 
[0,05mM htyr, 0,3mM htyr]. Σημειώνεται ότι το stock διαλύματος της 
υδροξυτυροσόλης ήταν διαλυμένο σε αιθανόλη, οπότε η ίδια μικροποσότητα 
αιθανόλης προστέθηκε και στις καλλιέργειες του μάρτυρα [C0,05mM, C0,3mM], ώστε τα 
αποτελέσματα να είναι απολύτως συγκρίσιμα. Στους πρώτους δύο χειρισμούς 
χρησιμοποιήθηκαν θρεπτικά χωρίς κύτταρα, όπου προστέθηκαν 0,05mM [CM1] και 
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0,3mM [CM2] υδροξυτυροσόλης, ώστε να εξεταστεί το ενδεχόμενο φωτοοξείδωσης 
της φαινόλης (Εικόνα 10).  
Στην δεύτερη σειρά πειραμάτων χρησιμοποιήθηκε μίγμα υδροξυτυροσόλης με 
τυροσόλη. Στον ένα χειρισμό προστέθηκε ταυτόχρονα 0,05mM τυροσόλης και 
0,05mM υδροξυτυροσόλης [0,05mM htyr+tyr], και στον άλλο 0,3mΜ τυροσόλης και 
0,3mΜ υδροξυτυροσόλης [0,3mM htyr+tyr]. Ομοίως με παραπάνω, προστέθηκε η 
αντίστοιχη ποσότητα αιθανόλης στο μάρτυρα (Εικόνα 11).  
 
Εκτίμηση Κυτταρικού Όγκου 
Δείγματα των 5 mL από τις καλλιέργειες των φυκών 
φυγοκεντρήθηκαν σε βαθμονομημένο τριχοειδή 
υαλοσωλήνα για 5 λεπτά στα 1500g, προκειμένου να 
καθιζήσουν (Εικόνα 12) [Logothetis et al., 2004]. Η εκτίμηση 
της κυτταρικής συγκέντρωσης, παρουσιάζεται ως όγκος 
καθιζάμενων κυττάρων (Packed Cell Volume; PCV) ανά mL καλλιέργειας (μL PCV/mL 
καλλιέργειας) [Senger and Brinkmann, 1986].  
Πειραματικοί Χειρισμοί με
Υδροξυτυροσόλη 
Χωρίς Κύτταρα 
0,05mM hyd
CM1
Χωρίς Κύτταρα 
0,3mM hyd
CM2
0mM
C0,05mM
0mM
C0,3mM
0,05mM
0,05mM htyr
0,3mM
0,3mM htyr
Πειραματικοί Χειρισμοί με
Υδροξυτυροσόλη και Τυροσόλη 
0mM
C0,05mM
0mM
C0,3mM
0.05mM
0,05mM 
htyr+tyr
0,3mM
0,3mM 
htyr+tyr
Εικόνα 10. Πειραματική χειρισμοί με υδροξυτυροσόλη σε συγκεντρώσεις 0,05mM [0,05mM htyr] και 0,3mM 
[0,3mM htyr], μάρτυρα χωρίς υδροξυτυροσόλη [C0,05mM, C0,3mM] και μάρτυρα χωρίς κύτταρα για τις δύο 
συγκεντρώσεις [CM1, CM2] 
. 
Εικόνα 11. Πειραματική χειρισμοί με υδροξυτυροσόλη-τυροσόλη σε συγκεντρώσεις 0,05mM [0,05mM htyr+tyr] και 
0,3mM [0,3mM htyr+tyr] και μάρτυρα χωρίς υδροξυτυροσόλη-τυροσόλη [C0,05mM, C0,3mM] 
Εικόνα 12. Διαβαθμισμένοι 
σωλήνες PCV 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:09:42 EET - 137.108.70.7
Διπλωματική Εργασία 
21 
 
Ως εναλλακτικός τρόπος μέτρησης της 
κυτταρικής πυκνότητας –για εξοικονόμηση 
ποσότητας δείγματος και χρόνου- 
χρησιμοποιήθηκε η φασματοφωτομετρική 
καταγραφή της θολερότητας του μέσου 
καλλιέργειας στα 550 nm (Εικόνα 13) 
[DellaGreca et al., 2001], ενώ παράλληλα συσχετίστηκαν οι δύο τρόποι εκτίμησης της 
κυτταρικής συγκέντρωσης με βάση την ακόλουθη καμπύλη αναφοράς:  
𝑃𝐶𝑉 = 0.6285 × 𝐴550  
𝑅2 = 0.9973 
 
Μετρήσεις Επαγωγικού Φθορισμού – Καταγραφή της Μοριακής 
Δομής και Λειτουργίας του Φωτοσυνθετικού Μηχανισμού  
Μόνο ένα μέρος της ενέργειας που απορροφάται από τις χρωστικές του 
φωτοσυνθετικού μηχανισμού χρησιμοποιείται για τη φωτοχημεία της 
φωτοσύνθεσης. Το υπόλοιπο εκπέμπεται είτε ως θερμότητα, είτε ως φθορισμός. Η 
επαγωγή του φθορισμού από φωτοσυνθετικούς οργανισμούς παρατηρήθηκε για 
πρώτη φορά από τους Kautsky and Hirsch, 1931. Η επαγωγή του φθορισμού από τα 
φυτά πραγματοποιείται σε δύο φάσεις, εκ των οποίων η πρώτη είναι ταχεία και η 
δεύτερη αργή. Σήμερα, η μελέτη της καμπύλης του επαγωγικού φθορισμού –
ιδιαίτερα της ταχείας φάσης – έχει εξελιχθεί σε πολύτιμο ερευνητικό μέσο για τη 
μελέτη της μοριακής δομής και λειτουργίας, αλλά και της απόδοσης του 
φωτοσυνθετικού μηχανισμού. Βάσει της μεθόδου των Strasser and Strasser, 1995, 
μπορεί να εκτιμηθεί, εκτός των άλλων, το μέγεθος της λειτουργικής φωτοσυνθετικής 
κεραίας, η πυκνότητα των ενεργών κέντρων αντίδρασης και μια σειρά από 
παραμέτρους, που αφορούν τη μοριακή δομή και τη λειτουργία του φωτοσυνθετικού 
μηχανισμού. 
Ο φθορισμός αυξάνεται όταν η φωτοχημική απόδοση της φωτοσύνθεσης 
παρεμποδίζεται για οποιοδήποτε λόγο, για παράδειγμα όταν δεν υπάρχει διαθέσιμος 
οξειδωμένος δέκτης ηλεκτρονίων σε κάποιο σημείο στην πορεία της ηλεκτρονιακής 
μεταφοράς. Όταν ο φωτοσυνθετικός μηχανισμός (wt κύτταρα), μετά από την 
Εικόνα 13. Φασματοφωτόμετρο UV/VIS (PERKIN 
ELMER lambda 20) 
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προσαρμογή του στο σκοτάδι, δεχτεί την επίδραση συνεχούς φωτισμού, τότε ο 
φθορισμός του αυξάνεται από το αρχικό του επίπεδο (Fo) σε ένα μέγιστο επίπεδο (Fm) 
και στη συνέχεια μειώνεται βαθμιαία μέχρι ένα σταθερό επίπεδο (FS).  
Οι μετρήσεις του επαγωγικού φθορισμού έγιναν με τη φορητή 
συσκευή Plant Efficiency Analyser (Handy PEA Hansatech 
Instruments) (Εικόνα 14), και ακολούθησε 
επεξεργασία των δεδομένων με χρήση 
εξειδικευμένου λογισμικού εφαρμογής του JIP-test 
(Biolyzer HP 4.0), σύμφωνα με τη μέθοδο των Strasser 
and Strasser, 1995. 
Όλες οι μετρήσεις έγιναν σε δείγματα καλλιεργειών όγκου 1 mL, τα οποία προτού 
διεγερθούν είχαν παραμείνει στο σκοτάδι για 10 min, προκειμένου να ‘‘αδειάσουν’’ 
τα κέντρα αντίδρασης από ηλεκτρόνια. Από τις μετρήσεις υπολογίστηκε ο λόγος 
Fv/Fm, που συνδέεται άμεσα με τη φωτοσυνθετική απόδοση [Strasser and Strasser, 
1995]. Επίσης με εφαρμογή του JIP-TEST για τιμές φθορισμού, που αντιστοιχούν σε 
καθορισμένα στάδια [J, I και P (Εικόνα 15)], υπολογίστηκαν τα επιμέρους 
χαρακτηριστικά του φωτοσυνθετικού μηχανισμού: o λόγος ABS/RC, που συνδέεται 
με το μέγεθος της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PSII, ο λόγος DIo RC⁄ , που συνδέεται 
με την ενέργεια που χάνεται με τη μορφή θερμότητας, ο λόγος RC CSo⁄ , που 
συνδέεται με την πυκνότητα των ενεργών κέντρων αντίδρασης του PSII, ο 
φωτοσυνθετικός δείκτης (PI(abs)) και η πρωτογενής φωτοχημεία (PSIo).  
 
Εικόνα 15. Τυπική καμπύλη επαγωγικού φθορισμού 
Εικόνα 14. Handy PEA για τις μετρήσεις 
του επαγωγικού φθορισμού 
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H μέθοδος βασίζεται σε μετρήσεις της ταχείας μεταβολής του φθορισμού με 
ανάλυση 10 μs σε χρονικό διάστημα 1 δευτερολέπτου. Ο φθορισμός μετρήθηκε με 
12-bit ανάλυση και η διέγερση έγινε από 3 διόδους φωτισμού (LEDs) με ένταση 
ακτινοβολίας μέχρι 3000 μmol×m-2s-1 ερυθρού φωτός (650nm). 
 
Πίνακας 7. Βασικές παράμετροι του JIP-TEST 
Μεταβλητή OJIP καμπύλης Ορισμός 
𝐹𝑡 
Τιμή φθορισμού σε χρόνο t μετά την 
ακτινοβόληση 
𝐹50𝜇𝑠  Ένταση φθορισμού στα 50 μs 
𝐹300𝜇𝑠  Ένταση φθορισμού στα 300 μs 
𝐹𝐽  =  𝐹2𝑚𝑠  
Ένταση φθορισμού στο βήμα J (2 ms) της 
καμπύλης OJIP 
𝐹𝐼 =  𝐹30𝑚𝑠  
Ένταση φθορισμού στο βήμα I (30 ms) της 
καμπύλης OJIP 
𝐹𝑃 (=  𝐹𝑚) 
Μέγιστη ένταση φθορισμού στο P της καμπύλης 
OJIP 
𝑡𝐹𝑚 
Χρόνος σε (ms) που απαιτείται για να 
μεγιστοποιηθεί η ένταση του φθορισμού Fm 
Area 
Συνολική συμπληρωματική περιοχή ανάμεσα στην 
καμπύλη OJIP και την ευθεία που διέρχεται από το 
𝐹 =  𝐹𝑚 
Παράμετροι JIP-test 
𝐹𝑜 
Ελάχιστη τιμή φθορισμού, που αντιστοιχεί σε 
‘‘ανοιχτά’’ κέντρα (open PSII RCs, t = 0) 
𝐹𝑚 
Μέγιστη τιμή φθορισμού, που αντιστοιχεί στο 
χρόνο όπου όλα τα κέντρα είναι ‘‘κλειστά’’  
(closed PSII RCs, t = tFm) 
𝐹𝑣  Μεταβλητή τιμή φθορισμού τη χρονική στιγμή t 
𝐹𝑣  =  𝐹𝑚  −  𝐹𝑜 
 
Μέγιστη τιμή μεταβλητής τιμής φθορισμού 
𝑉𝑡  =  (𝐹𝑡  – 𝐹𝑜)(𝐹𝑚– 𝐹𝑜) Σχετική μεταβολή φθορισμού τη χρονική στιγμή t 
𝑉𝐽  =  (𝐹𝐽  – 𝐹𝑜)(𝐹𝑚– 𝐹𝑜) Σχετική μεταβολή φθορισμού στο βήμα J 
𝑀𝑜  =  (𝛥𝑉 𝛥𝑡⁄ )𝑜  
=  4(𝐹300 𝜇𝑠 –  𝐹𝑜) (𝐹𝑚  –  𝐹𝑜)⁄  
Αρχική κλίση σε ms της καμπύλης V = f(t) 
𝑆𝑚 =  (𝐴𝑟𝑒𝑎) (𝐹𝑚  –  𝐹𝑜)⁄  
Συμπληρωματικό εμβαδόν της καμπύλης OJIP 
(Area), ομαλοποιούμενο ως προς Fv (αποτελεί 
μέτρο του αριθμού των οξειδοαναγωγικών κύκλων 
της QA) 
𝑆𝑠 =  𝑉𝐽 𝑀𝑜⁄  
Συμπληρωματικό εμβαδόν της καμπύλης OJIP που 
αντιστοιχεί μόνο στην OJ φάση (διάστημα όπου η 
QA των RC ανάγεται μία φορά) 
𝑁 = 𝑆𝑚 𝑆𝑠 ⁄  =  𝑆𝑚 𝑀𝑜(1 𝑉𝐽⁄ ) 
Μέτρο αριθμού κύκλων αναγωγής της QA στο 
διάστημα tFm 
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Ειδικές ροές ενέργειας  (ανά κέντρο που ανάγει QA) 
𝐴𝐵𝑆 𝑅𝐶⁄  =  𝑀𝑜 (1 𝑉𝐽⁄ )(1 𝛷𝑃𝑜⁄ ) Μέγεθος λειτουργικής φωτοσυλλεκτικής κεραίας 
𝑇𝑅𝑜 𝑅𝐶⁄  =  𝑀𝑜  (1 𝑉𝐽⁄ ) 
Ενέργεια που παγιδεύεται ανά κέντρο αντίδρασης 
(για t = 0) 
𝐸𝑇𝑜 𝑅𝐶⁄  = 𝑀𝑜  (1 𝑉𝐽⁄ )𝛹𝑜 
Ροή ηλεκτρονίων ανά κέντρο αντίδρασης 
(για t = 0) 
𝐷𝐼𝑜 𝑅𝐶 ⁄ =  (𝐴𝐵𝑆 𝑅𝐶⁄ ) – (𝑇𝑅𝑜 𝑅𝐶⁄ ) 
Διαχεόμενη ενέργεια ανά κέντρο αντίδρασης  
(για t = 0) 
Αποδόσεις ή λόγοι επιμέρους ροών 
𝛷𝑃𝑜  =  𝑇𝑅𝑜 𝐴𝐵𝑆⁄ =  [1 − (𝐹𝑜 𝐹𝑚⁄ )] 
Μέγιστη κβαντική απόδοση της πρωτογενούς 
φωτοχημείας (για t = 0) 
𝛹𝜊 = 𝛦𝛵𝜊 𝑇𝑅𝜊 = 1 − 𝑉𝐽⁄  
Πιθανότητα να προκαλέσει μια διέγερση (excition) 
τη μετακίνηση ενός ηλεκτρονίου κατά μήκος της 
αλυσίδας πέρα από την QA (για t = 0) 
𝛷𝛦𝜊 = 𝛦𝛵𝜊 𝐴𝐵𝑆⁄ = [1 − (𝐹𝑜 𝐹𝑚)]⁄ 𝛹𝜊 
Κβαντική απόδοση της μεταφοράς ηλεκτρονίων 
(για t = 0) 
𝛷𝐷𝜊 = 1 − 𝛷𝑃𝑜 = 𝐹𝑜 𝐹𝑚⁄  
Κβαντική απόδοση της διάχυσης ηλεκτρονίων  
(για t = 0) 
Εκτιμώμενες ροές ενέργειας ανά διεγερμένη περιοχή 
𝐴𝐵𝑆 𝐶𝑆𝑜⁄  
Απορρόφηση ενέργειας ανά περιοχή διέγερσης με 
βάση το Fo 
𝐴𝐵𝑆 𝐶𝑆𝑚⁄  
Απορρόφηση ενέργειας ανά περιοχή διέγερσης με 
βάση το Fm 
𝑇𝑅𝑜 𝐶𝑆𝑜⁄  =  𝛷𝑃𝜊 (𝐴𝐵𝑆 𝐶𝑆𝑜⁄ ) 
Παγιδευμένη ενέργεια ανά διεγερόμενη περιοχή 
της μεμβράνης (για t = 0) 
𝛦𝛵𝜊 𝐶𝑆𝑜⁄  =  𝛷𝐸𝜊 (𝐴𝐵𝑆 𝐶𝑆𝑜⁄ ) 
Ροή ηλεκτρονίων ανά περιοχή διέγερσης  
(για t = 0) 
𝐷𝐼𝑜 𝐶𝑆𝑜  ⁄ =  (𝐴𝐵𝑆 𝐶𝑆𝑜⁄ ) – (𝑇𝑅𝑜 𝐶𝑆𝑜⁄ ) 
Διαχεόμενη ενέργεια ανά περιοχή διέγερσης  
(για t = 0) 
Πυκνότητα ενεργών κέντρων αντίδρασης 
𝑅𝐶 𝐶𝑆𝑜⁄  Πυκνότητα ενεργών κέντρων αντίδρασης 
Δείκτες επίδοσης 
𝑃𝐼𝐴𝐵𝑆 = (𝑅𝐶 𝐴𝐵𝑆)(⁄ 𝛷𝑃𝑜 1 − 𝛷𝑃𝑜)(⁄ 𝛹𝜊 1 − 𝛹𝜊)⁄  Επιδόσεις ανά απορροφώμενη ενέργεια 
𝑃𝐼𝐶𝑆𝑜 = (𝑅𝐶 𝐶𝑆𝑜)(⁄ 𝛷𝑃𝑜 1 − 𝛷𝑃𝑜)(⁄ 𝛹𝜊 1 − 𝛹𝜊)⁄  
Επιδόσεις ανά περιοχή διέγερσης  
(t = 0) 
𝑃𝐼𝐶𝑆𝑚 = (𝑅𝐶 𝐶𝑆𝑚)(⁄ 𝛷𝑃𝑜 1 − 𝛷𝑃𝑜)(⁄ 𝛹𝜊 1 − 𝛹𝜊)⁄  
Επιδόσεις ανά περιοχή διέγερσης  
(t = tFm) 
𝑆𝐹𝐼𝐴𝐵𝑆 = (1 − 𝛷𝑃𝑜)(1 − 𝛹𝜊) Δείκτης λειτουργικότητας 
Ικανότητα παραγωγής έργου 
𝐷𝐹𝐴𝐵𝑆 = 𝑙𝑜𝑔 𝑃𝐼𝐴𝐵𝑆  
Εκτιμώμενη παραγωγή έργου ανά απορροφώμενη 
ενέργεια 
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Ποσοτική και Ποιοτική Ανάλυση Φαινολικών Ενώσεων 
Για την ποσοτικοποίηση των ολικών φαινολικών ενώσεων στα ληφθέντα δείγματα 
χρησιμοποιήθηκε η φασματοφωτομετρική μέθοδος των Singleton and Rossi, 
1965. Συνοπτικά, η μέθοδος  περιλαμβάνει την ανάμειξη 500μL αντιδραστηρίου FC 
0.2Ν και 200μL δείγματος (στο μάρτυρα το δείγμα αντικαταστάθηκε από 200μL 
dH2O), 5 λεπτά επώαση στο σκοτάδι, και τέλος επώαση μίας ώρας στο σκοτάδι μετά 
την προσθήκη  400μL ανθρακικού νατρίου (Νa2CO3) (75 𝑔 𝐿⁄ ). Η απορρόφηση 
μετρήθηκε στα 765nm σε φασματοφωτόμετρο PERKIN ELMER lambda 20 (Εικόνα 13). 
Χρησιμοποιήθηκε καμπύλη αναφοράς με gallic acid, για την αναγωγή των 
φαινολικών ενώσεων σε γραμμάρια gallic acid ανά λίτρο (g GAE (L)-1), με εξίσωση 
y = 0,0894 x, όπου x είναι η απορρόφηση στα 765 nm και y η συγκέντρωση 
του gallic acid σε 𝑔 𝐿⁄  (Εικόνα 16) [Leouifoudi et al., 2014].   
 
Εικόνα 16. Καμπύλη αναφοράς για την αναγωγή των τιμών απορρόφησης φαινολικών ενώσεων σε g/L gallic acid. 
 
Η μέθοδος αυτή είναι γρήγορη για την ποσοτική εκτίμηση των φαινολικών ενώσεων, 
αδυνατεί όμως να διακρίνει μεταξύ της υδροξυτυροσόλης και της τυροσόλης. Στο 
χειρισμό με την χρήση μείγματος υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης χρησιμοποιήθηκε 
υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid Chromatography, 
HPLC), που επιτρέπει την ποσοτική και ποιοτική ανάλυση του δείγματος βάσει του 
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φάσματος απορρόφησης των επιμέρους μεγίστων. Η ποσοτική εκτίμηση έγινε με τη 
βοήθεια γνωστών συγκεντρώσεων φαινολικών ενώσεων.  
Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά στα 
1500g και το υπερκείμενο εγχύθηκε στην HPLC 
(αντλία Shimadzu LC-10AD, ανιχνευτής Shimadzu 
SPD-M10A) (Εικόνα 17). Για το διαχωρισμό των 
φαινολικών ενώσεων χρησιμοποιήθηκε διαλύτης 
έκλουσης, ο οποίος περιείχε τους διαλύτες Α. 
μεθανόλη (CH3OH) και Β. διπλά απεσταγμένο νερό 
(ddH2O), σε αναλογία Α:Β=1:9. Οι ροή της στήλης 
(C18, 2,1 × 150μm, 5μm particle size hypersil, SUPELCO) ήταν σταθερή στα 0,2 mL min⁄  
και η θερμοκρασία διαχωρισμού στους 25°C [Lovell et al., 2002]. Η υδροξυτυροσόλη 
και τυροσόλη ανιχνεύτηκαν στα 280nm, με βάση την απορρόφηση γνωστών 
ποσοτήτων φαινολικών ουσιών. 
Αποτελέσματα 
Επίδραση της Υδροξυτυροσόλης σε Αυτότροφες Καλλιέργειες 
Scenedesmus obliquus 
Η υδροξυτυροσόλη είναι μια από τις φαινολικές ενώσεις με τη μεγαλύτερη 
περιεκτικότητα στα ΥΑΕ. Τα ΥΑΕ αποτελούν σημαντικό ρύπο σε περιοχές 
ελαιοπαραγωγής, η αποικοδόμησή της, κατ' επέκταση χρήζει προσοχής. Η 
βιοαποικοδόμηση φαινολικών ενώσεων με το μικροφύκος Scenedesmus obliquus έχει 
δείξει υποσχόμενα αποτελέσματα [Papazi and Kotzabasis, 2007; Papazi and 
Kotzabasis, 2008; Papazi et al., 2012; Papazi and Kotzabasis, 2013], δοκιμάστηκε 
λοιπον η βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης. Οι δοκιμές περιελάμβαναν 
χαμηλή (0,05mM) και υψηλή συγκέντρωση (0,3mM). Σε κάθε δοκιμή αντιστοιχεί και 
ένας μάρτυρας λόγω του γεγονότος ότι το stock υδροξυτυροσόλης εμπεριείχε 
αιθανόλη, οπότε η αντίστοιχη μικροποσότητα που υπάρχει στις δοκιμές προστέθηκε 
και στους μάρτυρες.  
Αρχικά εξετάστηκε η ικανότητα ανάπτυξης του μικροφύκους παρουσία της 
υδροξυτυροσόλης.  
Εικόνα 17. Το σύστημα της HPLC 
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Εικόνα 18. Κινητική ανάπτυξης του μικροφύκους Scenedesmus obliquus παρουσία 0,05mM και 0,3mM 
υδροξυτυροσόλης 
Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 18, η ανάπτυξη του Scenedesmus obliquus σε 
αυτότροφες συνθήκες δεν επηρεάζεται από την παρουσία της υδροξυτυροσόλης, σε 
καμία από τις δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις (0,05mM, 0,3mM).  
Στη συνέχεια εξετάστηκε η μοριακή δομή, λειτουργία και απόδοση του 
φωτοσυνθετικού μηχανισμού, μέσω της μέτρησης του επαγωγικού φθορισμού. Σε 
γενικές γραμμές, η παρουσία της υδροξυτυροσόλης, μετά από τις 5 μέρες του 
πειράματος, διατηρεί αμετάβλητη τη φωτοσυνθετική απόδοση (Fv/Fm), το μέγεθος 
της λειτουργικής φωτοσυνθετικής κεραίας (ABS/RC), την ενέργεια που διαχέεται με 
τη μορφή θερμότητας ανά ενεργό κέντρο αντίδρασης (DIo/RC), την πυκνότητα των 
ενεργών κέντρων αντίδρασης (RC/CSo) και την πρωτογενή φωτοχημεία (PSIo). Υπάρχει 
μια μικρή παρέκκλιση στις τιμές του φωτοσυνθετικού δείκτη (PIabs), η οποία όμως δεν 
είναι άξια προσοχής (Εικόνα 19).  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:09:42 EET - 137.108.70.7
Διπλωματική Εργασία 
28 
 
 
 
Εικόνα 19. Παράμετροι του JIP-test κατά τη διάρκεια των 5 ημερών διεξαγωγής του πειράματος, που αφορούν τη μοριακή δομή 
και λειτουργία του φωτοσυνθετικού μηχανισμού του χλωροφύκους Scenedesmus obliquus, παρουσία 0,05 mM και 0,3mM 
υδροξυτυροσόλης, σε ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας 50-60 μmol × m-2s-1 
Fv/Fm: φωτοσυνθετική απόδοση  
ABS/RC: μέγεθος λειτουργικής φωτοσυλλεκτικής κεραίας  
DIo/RC: ενέργεια που διαχέεται με τη μορφή θερμότητας ανά ενεργό κέντρο αντίδρασης  
RC/CSo: πυκνότητα φωτοσυνθετικών ενεργών κέντρων αντίδρασης 
PI(abs): επιδόσεις ανά απορροφούμενη ενέργεια 
PSIo: πρωτογενής φωτοχημεία 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:09:42 EET - 137.108.70.7
Διπλωματική Εργασία 
29 
 
Βιοαποικοδόμηση της Υδροξυτυροσόλης σε Αυτότροφες 
Καλλιέργειες Scenedesmus obliquus 
Μετά το πέρας των 5 ημερών, το μικροφύκος είχε καταφέρει να αποικοδομήσει το 
18,3% της υδροξυτυροσόλης στην χαμηλή συγκέντρωση (0,05mM), και το 33% στην 
υψηλή (0,3mM) (Εικόνα 20). Αν η ποσοστιαία αποικοδόμηση αναχθεί σε γραμμάρια 
ανά κυτταρικό όγκο είναι 1,18 𝑔 L PCV⁄  και 12,85 𝑔 L PCV⁄  αντίστοιχα (Εικόνα 21).  
  
Εικόνα 20. Ποσοστιαία βιοαποικοδόμηση υδροξυτυροσόλης (0,05 mM, 0,3mM) ανά καλλιέργεια του μικροφύκους 
Scenedesmus obliquus, κατά τη διάρκεια των 5 ημερών του πειράματος. 
Σε προηγούμενα πειράματα του εργαστηρίου, τα οποία διεξήχθησαν από τους 
Ανδρέα Ιωάννου και Κατερίνα Παπαζή εξετάστηκε η βιοαποικοδόμηση της 
τυροσόλης από το μικροφύκος Scenedesmus obliquus σε αυτότροφες συνθήκες, 
ομοίως σε συγκέντρωση 0,05mM και 0,3mM. Και σε αυτή την περίπτωση η 
βιοαποικοδόμηση της τυροσόλης ανά κυτταρικό όγκο είναι υψηλότερη στην 
συγκέντρωση 0,3mM από ότι στην συγκέντρωση 0,05mM (Εικόνα 21). 
Στην Εικόνα 21 απεικονίζεται συγκριτικά η βιοαποικοδόμηση των δύο φαινολών σε 
συγκεντρώσεις 0,05mM και 0,3mM ανά κυτταρικό όγκο του μικροφύκους. Καθώς η 
υδροξυτυροσόλη διαθέτει ένα επιπλέον υδροξύλιο συγκριτικά με την τυροσόλη, 
αναμένεται η βιοαποικοδόμησή της να είναι υψηλότερη από αυτή της τυροσόλης. Η 
πρόβλεψη αυτή επιβεβαιώνεται στην περίπτωση της υψηλής συγκέντρωσης 
(0,3mM), όχι όμως στη χαμηλή (0,05mM). Αυτή η παρέκκλιση πιθανά να οφείλεται 
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στην παρουσία της αιθανόλης στην οποία ήταν διαλυμένη η υδροξυτυροσόλη (Βλέπε 
ΥκΜ).  Κατ’ επέκταση, το μικροφύκος, στην συγκέντρωση 0,05mM, δίνει 
προτεραιότητα στην αιθανόλη ως πηγή άνθρακα, γεγονός που καθυστερεί την 
έναρξη της βιοαποικοδόμησης της υδροξυτυροσόλης.  
 
Εικόνα 21. Συγκριτική απεικόνιση της βιοαποικοδόμησης της τυροσόλης και της υδροξυτυροσόλης (0,05 mM, 
0,3mM) ανά κυτταρικό όγκο (PCV) του μικροφύκους Scenedesmus obliquus την 5η ημέρα του πειράματος (αναγωγή 
σε g GAE (L PCV)-1, βλέπε ΥκΜ). 
Για να εξεταστεί το ενδεχόμενο αποικοδόμησης της υδροξυτυροσόλης που δεν 
οφείλεται στο μικροφύκος, το ίδιο πείραμα διαξήχθη απουσία κυττάρων. Τα 
αποτέλέσματα επιβεβαίωσαν ότι η αποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης οφείλεται 
αποκλειστικά στην παρουσία του μικροφύκους. 
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Επίδραση του Συνδυασμού Υδροξυτυροσόλης και Τυροσόλης σε 
Αυτότροφες Καλλιέργειες Scenedesmus obliquus 
Δεδομένου των προηγούμενων πειραμάτων και των αποτελεσμάτων που λήφθηκαν, 
δοκιμάστηκε η ταυτόχρονη βιοαποικοδόμηση και των δύο κύριων φαινολών των ΥΑΕ 
(htyr+tyr) από το μικροφύκος σε δύο δοκιμές, 0,05mM από την κάθε φαινόλη στην 
πρώτη δοκιμή και 0,3mM από κάθε φαινόλη στη δεύτερη (Βλέπε ΥκΜ). Λόγω της 
παρουσίας αιθανόλης στο stock της υδροξυτυροσόλης, και άρα στις δοκιμές με την 
χαμηλή (0,05mM) και υψηλή (0,03mM) συγκέντρωση φαινολικών ενώσεων, τα 
control είναι δύο, στα οποία έχει προστεθεί η αντίστοιχη μικροποσότητα αιθανόλης. 
Η ανάπτυξη του μικροφύκους δεν παρεμποδίζεται από την παρουσία των φαινολών 
(Εικόνα 22), και η μοριακή δομή και λειτουργία του φωτοσυνθετικού μηχανισμού δεν 
υποδεικνύουν σημάδια καταπόνησης λόγω της παρουσίας του φαινολικού μίγματος 
(Εικόνα 23). 
 
Εικόνα 22. Κινητική ανάπτυξης του μικροφύκους Scenedesmus obliquus παρουσία 0,05mM και 0,3mM από κάθε 
φαινόλη 
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Εικόνα 23. Παράμετροι του JIP-test κατά τη διάρκεια των 5 ημερών διεξαγωγής του πειράματος, που αφορούν τη μοριακή δομή και 
λειτουργία του φωτοσυνθετικού μηχανισμού του χλωροφύκους Scenedesmus obliquus, παρουσία 0,05 mM και 0,3mM από κάθε 
φαινόλη, σε ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας 50-60 μmol × m-2s-1. 
Fv/Fm: φωτοσυνθετική απόδοση 
ABS/RC: μέγεθος λειτουργικής φωτοσυλλεκτικής κεραίας  
DIo/RC: ενέργεια που διαχέεται με τη μορφή θερμότητας ανά ενεργό κέντρο αντίδρασης  
RC/CSo: πυκνότητα ενεργών κέντρων αντίδρασης  
PI(abs): φωτοσυνθετικός δείκτης. 
PSIo: πρωτογενής φωτοχημεία 
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Βιοαποικοδόμηση Συνδυασμού Υδροξυτυροσόλης και Τυροσόλης 
σε Αυτότροφες Καλλιέργειες Scenedesmus obliquus 
Αυτή τη φορά χρησιμοποιήθηκε HPLC για την διευκρίνιση της ποσότητας των δύο 
φαινολικών ενώσεων (htyr + tyr) που είχε βιοαποικοδομηθεί στο τέλος του 
πειράματος, διότι η μέθοδος Folin-Ciocalteau δεν είναι ικανή να διακρίνει μεταξύ των 
δύο φαινολών, καθώς ανιχνεύει γενικά φαινόλες. 
Στη μικρότερη συγκέντρωση η υδροξυτυροσόλη βιοαποικοδομείται κατά 93,5% και η 
τυροσόλη σε ποσοστό 13% (Εικόνα 24). Στην υψηλή συγκέντρωση, η υδροξυτυροσόλη 
αποικοδομείται επίσης σε μεγάλο ποσοστό (83,5%), η ποσοστιαία βιοαποικοδόμηση 
της τυροσόλης όμως φαίνεται να παίρνει αρνητικές τιμές (Εικόνα 25). Η τυροσόλη και 
η υδροξυτυροσόλη διαφέρουν κατά ένα υδροξύλιο, επομένως το πρώτο βήμα της 
διάσπασης της υδροξυτυροσόλης είναι πιθανά η αφαίρεση αυτού του υδροξυλίου 
και η μετατροπή της σε τυροσόλη. Ανεβαίνει έστω και οριακά η συγκέντρωσης της 
τυροσόλης στο θρεπτικό μέσω, εξού και οι αρνητικές τιμές στην ποσοστιαία 
αποικοδόμηση της τυροσόλης. Μετά την εξάντληση της υδροξυτυροσόλης από το 
θρεπτικό αναμένεται η βιοαποικοδόμηση της τυροσόλης. Η ανά κυτταρικό όγκο 
βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης υποδεικνύει ότι η υψηλότερη συγκέντρωση 
υδροξυτυροσόλης οδηγεί σε υψηλότερη βιοαποικοδομησιμότητα. Επιπροσθέτως, η 
βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης είναι υψηλότερη παρουσία τυροσόλης 
παρά απουσία αυτής (Εικόνα 26). Το φαινόμενο αυτό θα μπορούσε να αποδοθεί στο 
υψηλότερο τοξικό φορτίο λόγω της παρουσίας και των δύο φαινολών, με 
αποτέλεσμα το μικροφύκος να επενδύει το ενεργειακό του απόθεμα του στη 
αποτοξικοποίηση του περιβάλλοντος, ξεκινώντας με την πιο ενεργειακά απαιτητική 
ένωση, την υδροξυτυροσόλη.  
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Εικόνα 24. Βιοαποικοδόμηση υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης (0,05 mM) ανά καλλιέργεια του μικροφύκους 
Scenedesmus obliquus 
 
Εικόνα 25. Βιοαποικοδόμηση υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης (0,3mM) ανά καλλιέργεια του μικροφύκους 
Scenedesmus obliquus 
 
Εικόνα 26. Βιοαποικοδόμηση υδροξυτυροσόλης απουσία ή παρουσία τυροσόλης (0,05 mM, 0,3mM) ανά κυτταρικό 
όγκο (PCV) του μικροφύκους Scenedesmus obliquus 
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Συζήτηση 
Πρόσφατες αναφορές έχουν δείξει ότι δεν έχει τόσο σημασία η επιλογή του 
οργανισμού, όσο η επιλογή των κατάλληλων εκείνων συνθηκών που θα αλλάξουν το 
βιοενεργητικό ισοζύγιο και θα επιτρέψουν την ενεργοποίηση των απαραίτητων 
μεταβολικών μηχανισμών για τη βιοαποικοδόμηση των τοξικών ενώσεων [Papazi and 
Kotzabasis, 2007; Papazi and Kotzabasis, 2008; Papazi et al., 2012; Papazi and 
Kotzabasis, 2013]. Η βιοαποικοδόμηση ξενοβιοτικών ουσιών είναι μια 
πολυπαραγοντική διαδικασία που εξαρτάται από βιοτικές και αβιοτικές μεταβλητές.  
Για την αποτοξικοποίηση μιας ξενοβιοτικής ουσίας από μικροφύκη, υιοθετούνται 
διαφορετικές στρατηγικές ανάλογα με την τοξικότητα της ουσίας και το ενεργειακό 
ισοζύγιο του χλωροφύκους. Αυτό το ενεργειακό ισοζύγιο καθορίζεται από πληθώρα 
βιοτικών και αβιοτικών παραμέτρων. Όσον αφορά τις φαινολικές ενώσεις, η θέση 
(ortho-, meta- ή para-) και ο αριθμός των υποκαταστατών στο φαινολικό δακτύλιο, 
τα φαινόμενα του συντονισμού και της επαγωγής, που ελέγχουν τη συμπεριφορά του 
υποκαταστάτη ως δότη ή δέκτη ηλεκτρονίων, καθορίζουν τις ενεργειακές απαιτήσεις 
για τη βιοδιάσπασή τους, ενώ η εξωγενής πηγή του άνθρακα (ανόργανου ή/και 
οργανικού) και η ένταση της φωτονιακής ακτινοβολίας είναι οι σημαντικότεροι από 
τους παράγοντες που ελέγχουν (μέσω της αναπνευστικής και φωτοσυνθετικής 
διαδικασίας) τα ενεργειακά αποθέματα του χλωροφύκους που θα επενδυθούν για τη 
βιοαποικοδόμηση φαινολικών ενώσεων διαφορετικής τοξικότητας και δυσκολίας 
βιοδιάσπασης [Pinto et al.,2002; Papazi and Kotzabasis, 2007; Papazi and Kotzabasis, 
2008; Papazi et al., 2012; Papazi and Kotzabasis, 2013]. Σημαντικό ρόλο παίζουν επίσης 
η θερμοκρασία [Margesin et al.,2005], το pH [Graham et al., 2004], η διαθεσιμότητα 
και περιεκτικότητα σε οξυγόνο [Meloa et al., 2005],  και η αρχική συγκέντρωση 
κυττάρων στην καλλιέργεια [Jiang et al., 2012]. 
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Το μικροφύκος χρησιμοποιεί 
δύο κύριες στρατηγικές 
αποτοξικοποίησης. Η πρώτη 
στρατηγική απαιτεί την εξογενή 
παροχή ενέργειας, πχ. γλυκόζη, 
ώστε να εξασφαλιστεί η 
απαραίτητη ενέργεια 
ενεργοποίησης για το σχάση του 
φαινολικού δακτυλίου. Αυτή η 
στρατηγική χρησιμοποιείται ως 
επί το πλήστον όταν η διάσπαση της φαινολικής ένωσης είναι ενεργειακά πιο 
απαιτητική. Όσο αυξάνεται η τοξικότητα της φαινολικής ένωσης, φαίνεται να 
επενδύεται περισσότερη ενέργεια από το μικροφύκος για την αποτοξικοποίηση του 
περιβάλλοντός του και λιγότερη για την ανάπτυξη  του χλωροφύκους (άμεση 
αποτοξικοποίηση) (Εικόνα 27Β) [Papazi and Kotzabasis, 2007; Papazi and Kotzabasis, 
2008; Papazi et al., 2012; Papazi and Kotzabasis, 2013]. Η δεύτερη στρατηγική δεν 
προϋποθέτει την παροχή εξωγενούς ενέργειας, διότι το μικροφύκος προτιμά την 
κατανάλωση της γλυκόζης παρά της φαινολικής ένωσης. Η στρατηγική αυτή 
ακολουθείται για ενώσεις που δεν προκαλούν υψηλά επίπεδα τοξικότητας, η οποία 
εκφράζεται ως απουσία παρεμπόδισης της ανάπτυξης και καταπόνησης στο μοριακό 
μηχανισμό και λειτουργία του φωτοσυνθετικού μηχανισμού. Η χαμηλή τοξικότητα  
δίνει το περιθώριο στο μικροφύκος να μην εστιάσει στην βιοαποικοδόμηση της 
φαινολικής ένωσης, αλλά να αυξήσει τη βιομάζα του, σε σημείο που ο αριθμός των 
κυττάρων είναι αρκετά μεγαλύτερος από τον αριθμό των κυττάρων της αρχικής 
καλλιέργειας, ώστε το κάθε κύτταρο να έχει να αντιμετωπίσει μικρότερο αριθμό 
τοξικών ουσιών. Η αποτοξικοποίηση επέρχεται χωρίς την σπατάλη επιπλέον 
ενέργειας (έμμεση αποτοξικοποίηση) (Εικόνα 27Α).  
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε το μονοκύτταρο χλωροφύκος Scenedesmus 
obliquus για την βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης, αλλά και του συνδυασμού 
υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης, σε υψηλή (0,3mM) και χαμηλή συγκέντρωση 
(0,05mM). Η υδροξυτυροσόλη, όπως και η τυροσόλη, ανήκουν σε αυτές τις 
Εικόνα 27. Οι δύο στρατηγικές που χρησιμοποιεί το μικροφύκος για 
την βιοαποικοδόμηση φαινολικών ενώσεων, ανάλογα με την 
τοξικότητά τους. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 13:09:42 EET - 137.108.70.7
Διπλωματική Εργασία 
37 
 
φαινολικές ενώσεις που δεν είναι τοξικές για το μονοκύτταρο χλωροφύκος  
Scenedesmus obliquus. Αυτό φαίνεται τόσο από τα αποτελέσματα της ανάπτυξης του 
μικροφύκους (Εικόνα 18), όσο και από τα αποτελέσματα των μετρήσεων του 
επαγωγικού φθορισμού που αφορούν τη μοριακή δομή και λειτουργία του 
φωτοσυνθετικού μηχανισμού (Εικόνα 19). Το γεγονός αυτό έδωσε την ευκαιρία  στο 
μικροφύκος που αναπτύσσεται σε αυτότροφες συνθήκες να βιοδιασπά την 
υδροξυτυροσόλη, προκειμένου να την χρησιμοποιήσει ως εναλλακτική πηγή 
άνθρακα/ενέργειας.  Τα πειραματικά αποτελέσματα δείχνουν ότι η υδροξυτυροσόλη 
είναι μια βιοαποικοδομήσιμη, από το μικροφύκος Scenedesmus obliquus, φαινολική 
ένωση. Σύμφωνα με την παραπάνω στρατηγική, αναμενόταν να παρατηρηθεί 
υψηλότερη βιοαποικοδόμηση και στις δύο συγκεντρώσεις, συγκριτικά με την 
τυροσόλη. Στην υψηλότερη συγκέντρωση των 0,3mM η υπόθεση αυτή 
επιβεβαιώθηκε, στην χαμηλότερη συγκέντρωση των 0,05mM, όμως, τα 
αποτελέσματα ήταν τα αντίθετα (Εικόνα 21). Η απόκλιση αυτή μπορεί να αποδοθεί 
στην παρουσία μικροποσότητας αιθανόλης στο μέσο καλλιέργειας, η οποία υπήρχε 
στο αρχικό stock της υδροξυτυροσόλης (Βλέπε ΥκΜ). Κατά συνέπεια, στην χαμηλή 
συγκέντρωση (0,05mM) το μικροφύκος προτιμάει την κατανάλωση της αιθανόλης ως 
πηγή άνθρακα, και αφού αυτή εκλείψει, στρέφεται στην υδροξυτυροσόλη, γεγονός 
που καθυστερεί την βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης.  
Σε αυτότροφες συνθήκες και με ταυτόχρονη παρουσία της υδροξυτυροσόλης και 
τυροσόλης, η βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης ήταν η υψηλότερη. Το 
μικροφύκος βιοαποικοδόμησε πρώτα την ενεργειακά πιο απαιτητική φαινολική 
ένωση (υδροξυτυροσόλη), με μεγαλύτερη απόδοση στην υψηλή συγκέντρωση 
(0,3mM) (Εικόνες 24, 25). Επιπροσθέτως, η βιοαποικοδόμηση της υδροξυτυροσόλης 
ήταν υψηλότερη όταν υπήρχε και τυροσόλη στο μέσο καλλιέργειας (Εικόνα 26), κάτι 
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που οφείλεται στη μεγαλύτερη 
δυσκολία που δημιουργεί η 
ταυτόχρονης παρουσίας των δύο 
φαινολικών ενώσεων, οπότε το 
μικροφύκος καλείται να 
αποτοξικοποιήσει το περιβάλλον 
του, ξεκινώντας από την 
ενεργειακά πιο απαιτητική 
ένωση (Εικόνα 28) [Papazi and 
Kotzabasis, 2013]. Η τυροσόλη 
φαίνεται να βιοαποικοδομείται 
ελάχιστα, όταν συνυπάρχει με 
την υδροξυτυροσόλη στο μέσο. Στην υψηλότερη συγκέντρωση του συνδυασμού των 
φαινολικών ενώσεων, η τυροσόλη αυξήθηκε αντί να μειωθεί. Η υδροξυτυροσόλη, 
μετά την σχάση του δεσμού μεταξύ της υδροξυλομάδας και του φαινολικού 
δακτυλίου, μετατρέπεται σε τυροσόλη, η οποία συσσωρεύεται έως ότου  να 
καταναλωθεί όλη η υδροξυτυροσόλη. Από το σημείο αυτό και μετά, αναμένεται η 
τυροσόλη να βιοαποικοδομηθεί, κάτι που δεν καταφέραμε να παρατηρήσουμε λόγω 
της σύντομης διάρκειας του πειράματος. 
Η εκμετάλλευση των στρατηγικών που υιοθετούνται από το μικροφύκος ανάλογα με 
το ενεργειακό ισοζύγιο και την καταπόνηση που δέχεται από τον ρύπο μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν περαιτέρω σε μεγαλύτερης κλίμακας πειράματα, ανοίγοντας το 
δρόμο για μελλοντικές βιοτεχνολογικές εφαρμογές που αφορούν τη 
βιοαποικοδόμηση αποβλήτων ελαιουργείων.  
Εικόνα 28. Σε αυτότροφες συνθήκες και με ταυτόχρονη παρουσία 
της υδροξυτυροσόλης και τυροσόλης, το μικροφύκος 
βιοαποικοδομεί πρώτα την ενεργειακά πιο απαιτητική φαινολική 
ένωση (υδροξυτυροσόλη), και στην συνέχεια την λιγότερο 
απαιτητική  (τυροσόλη). 
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